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METABOLIČKA AKTIVNOST TERMOREZISTENTNIH
MIKROORGANIZAMA
Kratak sadržajTermorezistentni mikroorganizmi, zahvaljujući otpornosti na termičke tretmanekoji se primenjuju u industriji mleka, kao i mogućnostima rasta i metaboličkimaktivnostima u uslovima čuvanja gotovih proizvoda, imaju značaja kao mikro -organizmi kvara. Ova osobina deNiniše tehnološki značaj termorezistentnih mikro -organizama.Među populacijom termorezistentnih mikroorganizama, Bacillus spp. pokazujuznačajnu proteolitičku aktivnost, a s obzirom na njihovo svojstvo razlaganja kazeina,potencijal njihove proteolize može se uspešno koristiti u koagulaciji mleka i zrenjasireva. Veliki značaj imaju proteinaze Bacillussubtilis, čiji se proteolitički enzimiuspešno primenjuju u proizvodnji Chedar, Munster i Camembert sira. Suprotnoovome, aktivnost proteina za Bacillus spp. u sterilisanom mleku, u uslovima ne -adekvatnog čuvanja dovodi do slatkog grušanja ili pojave gorkog ukusa mleka, kaorezultat nastanka gorkih peptida, dok preterana aktivnost proteinaza bacila priproizvodnji Chedar sira uslovljava gruš mekše konzistencije, veći sadržaj proteina imasti u surutki, što dovodi do smanjenog randmana sira za 10%. Oslobađanjem nižihmasnih kiselina delovanjem lipolitičkih enzima poreklom od mikroorganizama,razvija se neprijatan ukus i miris, što predstavlja manu poznatu pod imenomhidrolitička užeglost. Od termorezistentnih mikroorganizama, sposobnost hidrolizemasti pokazuju mikroorganizmi roda Bacillus. Cilj ovog rada bio je da se ispita sposobnost termorezistentnih mikro organizamaizolovanih iz mleka da razlažu proteine, masti i skrob, što dovodi do kvara mleka iproizvoda od mleka.
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Od ukupno 80 izolata termorezistentnih mikroorganizama, proteolitičkuaktivnost je ispoljilo 35 (43,75%) izolata u uslovima inkubacije pri 30oC/72h i 30(37,50%) izolata u uslovima inkubacije pri 20±2oC/72h, dok nijedan izolat nijeispoljio proteolitičku aktivnost u uslovima inkubacije pri 10±1oC/10 dana.Amilolitička aktivnost je utvrđena kod 16 (20,0%) izolata u uslovima inkubacije pri30oC/72h i 15 (18,75%) izolata u uslovima inkubacije pri 20±2oC/72h. Amilolitičkaaktivnost termorezistentnih mikroorganizama izostaje u uslovima inkubacije pri10±1oC/10 dana. Ispitivani izolati termorezistentnih mikroorganizama nisu pokazalilipolitičku aktivnost, bez obzira na primenjene različite uslove inkubacije.
Ključne reči: termorezistentni mikroorganizmi, amilolitička aktivnost,
proteolitička aktivnost, lipolitička aktivnost.
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METABOLIC ACTIVITY OF HEAT-RESISTANT MICROORGANISMS
АbstractHeat-resistant microorganisms, thanks to their resistance to thermal treatmentsare applied in the dairy industry, and growth opportunities, as well as metabolicactivity in the conditions of storage of Ninal products, are important as spoilagemicroorganisms. This attribute deNines technological signiNicance of heat-resistantmicroorganisms.Among a population of heat-resistant microorganisms, Bacillus spp. showes asigniNicant proteolytic activity, and due to its caseolytic activity, proteolytic potentialcan be successfully applied in the coagulation of milk and cheeseripening.Proteinases produced by Bacillus subtilishas great importance andaresuccessfully used in the production of Chedar, Munster and Camembert cheese.However, the activity of proteinase Bacillus spp. in sterilized milk in inadequatestorage conditions, leads to the sweet coagulation, or occurrence of sweet or bittertaste of milk as a result of the formation of bitter peptides, while excessive activityoNbacillus proteinases in production process of Chedar cheese causes soft curdconsistency, a higher content of proteins and fat in the whey, which leads to reduceddressing of cheese for 10%.Release of low fatt acids due to activity of lipolyticenzymes from a microorganisms, develops an unpleasant taste and odor, which is afoible known as hydrolytic rancidity. Among heat-resistant microorganisms, bacteriaof the genus Bacillusshow the ability to hydrolyse fats.The aim of this study was to examine the ability of heat-resistant microorganisms,
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isolated from milk to degrade proteins, fats and starches, which can lead to spoilageof milk and milk products.Out of 80 isolates of heat-resistant microorganisms, proteolytic activity showed35 (43.75%) isolates in condition of incubation at 30°/72h and 30 (37.50%) isolatesunder coditions of incubation at 20 ±2°C/72h, while neither isolate showedproteolytic activity under conditions of incubation at 10±1°C/10 days. Amylolyticactivity was found in 16 (20.0%) isolates under conditions of incubation 30°C/72hand 15 (18.75%) isolates under conditions of incubation at 20±2°C/72h. The heat-resistant microorganisms did not show amylolytic activity under conditions ofincubation at 10±1°C/10 days.Investigated thermoresistant bacteria did not showlipolytic activity, regardless of the applied different incubation conditions.
Key words: heat-resistant microorganisms, amylolytical activity, proteolytic
activity, lipolytic activity
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UVOD/INTRODUCTIONKvalitet i trajnost mleka i proizvodaod mleka u najvećoj meri zavisi odnjegove higijenske ispravnosti. Mleko, odmomenta dobijanja, preko transporta i utoku prerade, izloženo je velikim mogu -ćnostima zagađenja. Zbog svog he -mijskog sastava mleko je sredina veomapogodna za razvoj velikog broja mikro -organizama. Mikroorganizmi koji senalaze u mleku kao kontaminenti dospe -vaju iz kanala i sa površine vimena,preko uređaja za mužu, ljudi koji rade namuži, iz vazduha, vode, hrane, tran -sportnih cisterni, kao i tokom prerademleka. Time se kao imperativ namećeneophodna primena termičke obrademleka. U mlekarskim industrijama pri -menjuju se temperature pasterizacijeradi uništenja patogenih i redukcijesaproNitskih mikroorganizama. MeđusaproNitskim mikroorganizmima postojemikroorganizmi koji preživljavaju te -mpe rature pasterizacije i mogu biti spo -ro gene i nesporogene Gram-pozitivne
bakterije. Termorezistentni mikroorga -nizmi deNinišu se kao oni mikro -organizmi koji preživljavaju 30 minutapri temperaturi 63-65oC. Pojedini mezo -Nilni mikroorganizmi imaju termore -zistentne spore koje preživljavaju visoketermičke režime, i po završenoj ter -mičkoj obradi postoji mogućnost iskli -javanja spora koje se potom ra z mno-  žavaju u uslovima čuvanja proizvoda ili uuslovima zrenja sireva. Termorezistentnimikroorganizmi poseduju enzime koji -ma mogu da hidrolizuju kazein i mast,što dovodi do kvara mleka, ako se uprocesu proizvodnje i čuvanja stvoreuslovi za njihov rast i razmnožavanje.Prisustvo termorezistentnih mikro -organizama, koji ispoljavaju prote -olitičku aktivnost, u sterilisanom mlekutokom njegovog skladištenja dovodi doslatkog grušanja ili pojave gorkog ukusa.Takvo mleko nije prihvatljivo zaupotrebu. U proizvodnji sireva, pro -teolitička aktivnost ima za posledicu grušmekše konzistencije. Zahvaljujući spo -sobnosti formiranja endospora i
bioNilmova, termoNilni bacili služe kaohigijenski indikatori u mlekarskoj pro -izvodnji (Burgess i sar., 2010). Inte -nzivnijim ispitivanjima određenih vrstabacila poslednjih decenija, utvrđeno jeda pojedini sojevi mogu stvarati toksine,pa se predstavnicima roda Bacilluspridodaje atribut patogenosti i kao takvipredstavljaju rizik po zdravlje potrošača.
Bacillus cereus produkuje veći brojtoksina od kojih su dva toksina odgo -vorna za manifestaciju dijarejičnog od -nosno emetičnog sindroma (Melling i sar.1976). Takođe, neki od fakultativnihtermoNila uključujući B. licheniformis, B.
pumilis i B. subtilis mogu da proizvodetoksine samo pri mezoNilnim tempe -raturama (De Jonghe i sar., 2010; Oh iCox, 2009).TermoNilni mikroorganizmi imajusposobnost stvaranja kiselina i termo -stabinih enzima, uključujući lipaze iproteinaze, koje dovode do kvara mle -čnih proizvoda (Chen i sar., 2004;Gundogan i Arik, 2004; Murugan i Villi,2009).U industriji mleka, termoNilni bacili sedele u dve grupe i to na: obligatne ifakultativne termoNilne mikroorganizme.Obligatni termoNili rastu na višimtemperaturama (približno 40-68oC)uključujući Anoxybacillus Glavithermusi
Geobacillus spp. (Ronimus i sar., 2003;Scott i sar. 2007). Fakultativnim ter -moNilima pripadaju bakterije roda
Bacillus koje rastu na termoNilnim imezoNilnim temperaturama u zavisnostiod soja, kao što su Bacillus licheniformis,
Bacillus coagulans, Bacillus pumilus,
Bacillus sporothermodurans i Bacillus
subtilis (Ronimus i sar., 2003; Sche -ldeman i sar., 2005).Termorezistentni mikroorganizmi sučesto i uzročnici kvara namirnica, jer
poseduju lipolitičke i proteolitičke enzi -me, koji imaju sposobnost da menjajusupstrat oslobađajući gorke peptide imasne kiseline palećeg ukusa.Proteoliza pod uticajem mikro orga -nizama može teći do različitog stepena,uključujući peptide, aminokiseline, amo -nijak, sve do slobodnog azota. Neke odnjih izazivaju slatko grušanje. Prote -olitičke bakterije koje ne stvaraju sporepripadaju rodovima Proteus, Pseu -
domonas, Serratia, Alcaligenes, Brevi bac -
te rium. Proteolitičke sporogene ba kte rijesu otporne na delovanje visokih te -mperatura, pa mogu preživeti paste -rizaciju. Mogu se naći u pasterizovanommleku i proizvodima napravljenim odnjega. Tu spadaju mnoge vrste iz roda
Bacillus i Clostridium.Proteinaze su enzimi koji katalizujuhidrolizu peptidnih veza unutar pe -ptidnih lanaca. Diferencijacija unutar ovegrupe enzima se postiže na osnovuspeciNičnosti peptidnih veza koje gradeodređene amino kiseline, kao i na osnovustrukture katalitičkog centra. Premakatalitičkom centru, odnosno koje bočnegrupe aminokiselina ga čine, proteinazese klasiNikuju u četiri tipa: serinske,aspartične, cisteinske i metaloprote -inaze. Proteinaze Bacillus spp. većinompripadaju tipu serinskih i metalopro -teinaza (Fira, 1998).Lipolitičke bakterije sintetišu enzimelipaze, koje vrše razgradnju mlečne mastiuz oslobađanje masnih kiselina i glice -rida. Oslobađanje nižih masnih kiselinadovodi do neprijatnog mirisa i ukusa, štose naziva hidrolitička užeglost (Đorđević,1982). Lipolitičke bakterije imaju spo -sobnost rasta na niskim temperaturama(5oC), što otežava zaštitu proizvoda odnjihovog delovanja. Najznačajniji pre -dstavnici lipolitičkih bakterija su vrste
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rodova Pseudomonas, Aeromonas,
Flavoba cterium, Micrococcus, Coryne -
bacte rium, Escherichia, Klebsiella i
Bacillus.
CILJCilj ovog rada bio je da se ispitasposobnost termorezistentnih mikro -organi zama izolovanih iz mleka darazlažu proteine, masti i skrob, što možeda ima za posledicu kvar mleka iproizvoda od mleka.
MATERIJAL I METODE
/MATHERIAL AND METHODSMikroorganizmi: 80 izolata termore -zistentnih mikroorganizama iz mleka.Proteolitička aktivnost izolata termo -rezistentnih mikroorganizama ispitanaje na agaru sa kazeinom. Podloga sakazeinom (3% Hranljivi agar “Torlak”  +sterilno obrano mleko) zasejana je saispitujućim izolatima i inkubisana pri trirazličite temperature (30oC; 20±2oC i10±1oC dana). Prosvetljenja duž linijezasejavanja ispitujućeg izolata su pro -cenjivana kao pozitivan rezultat. Ispi -tivanje lipolitičke aktivnosti izolatatermorezistentnih mikroorganizama iz -ve deno je na tributirin agaru (Torlak),inkubacijom 72h pri 30oC, a 20±2oC i10±1oC/10 dana, a zona prosvetljenjaoko izraslih kolonija tumačena je kaolipolitička aktivnost. Sposobnost razla -ganja skroba je procenjivana na podlozisa dodatkom skroba (Hranljivi agar"Torlak" + 2-3% skroba). Podloga po sleinkubacije (30oC/72h, i 20±2oC i10±1oC/10 dana) preliva se Lugolovimrastvorom, a zona prosvetljenja okoizraslih kolonija tumači kao amilolitičkaaktivnost.
REZULTATI I DISKUSIJA
/RESULTS AND DISCUSSIONTermorezistentni mikroorganizmi,zahvaljujući otpornosti na termičketretmane primenljive u industiji mleka,kao i mogućnosti rasta, ali i metabo -ličkim aktivnostima u uslovima čuvanjagotovih proizvoda, imaju značaja kaomikroorganizmi kvara. Ova osobinadeNiniše tehnološki značaj termo -rezistentnih mikroorganizama.Među populacijom termorezistentnihmikroorganizama, Bacillus spp. pokazujuznačajnu proteolitičku aktivnost (Marinoi sar., 1995; Degheidi i sar., 1996), a sobzirom na njihovo svojstvo razlaganjakazeina, potencijal njihove proteolize semože uspešno koristiti u koagulacijimleka i zrenja sireva. Pose bno dobro suokarakterisane proteinaze Bacillus
subtilis, čiji se proteolitički enzimiuspešno primenjuju u proizvodnjiChedar, Munster i Camembert sira (Pu -han, 1969). Suprotno ovome, aktivnostproteinaza Bacillus spp. u sterilisanommleku, u uslovima neadekvatnog čuvanjadovodi do slatkog grušanja ili pojavegorkog ukusa mleka, kao rezultat nas -tanka gorkih peptida, dok preteranaaktivnost proteinaza bacila pri pro -izvodnji Chedar sira uslovljava grušmekše konzistencije, veći sadržaj pro -teina i masti u surutki, što rezultuje usmanjenom randmanu sira za 10%.Oslobađanjem nižih masnih kiselinadelovanjem lipolitičkih enzima poreklomod mikroorganizama, razvija se nepri -jatan ukus i miris, što predstavlja manupoznatu pod imenom hidrolitičkaužeglost. Od termorezistentnih mikro -organizama, sposobnost hidrolize mastipokazuju bakterije roda Bacillus. 
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Od ukupno 80 izolata termorezi -stentnih mikroorganizama, najveći broj35 (43,75%) izolata je pokazao pro -teolitičku aktivnost u uslovima inkuba -cije pri 30oC/72h. U uslovima inkubacijepri 20±2oC/72h, proteoliza je utvrđenakod 30 (37,50%) izolata, a pri inkubacijina temperaturi od 10±1oC tokom desetdana, nije utvrđena proteolitička akti -vnost ispitivanih izolata (tabela 1). Naznačajnu proteolitičku aktivnost bacilaukazuju i rezultati Bulajić (2001), koja jeutvrdila da je od ukupno 473  ispitanasoja Bacillus spp., proteolizu na agaru sakazeinom pokazalo 248 (52,43%) sojeva,što je nešto veća vrednost od one kojusmo mi dobili.Amilolitička aktivnost ispitivanih izo -lata termorezistentnih mikro organi zamanajizraženija je u uslovima inkubacije pri30oC/72h kod 16 (20%) izolata, i pri20±2oC/72h kod 15 (18,75%) izolata,dok se aktivnost u odnosu na skrob neutvrđuje u uslovima inkubacije pri10±1oC/10 dana (tabela 1). Naši rezultatipokazali su da ispitivani izolatitermorezistentnih mikro orga nizama nepokazuju lipolitičku aktivnost bez obzira
na primenjene različite usloveinkubacije. Iako pojedini sojevi u okvirupopulacije termore zistentnih mikro -organizama pokazuju sposobnost rasta uuslovima inkubacije pri nižim tempe -raturama, koje ujedno predstavljaju itemeprature zrenja sireva, njihova me -tabolička aktivnost u odnosu na kazein iskrob nije izražena u istim uslovimainkubacije. U nekim istra živanjima (Cheni sar. 2004), za razliku od naših rezultata,lipolitička aktivnost je bila veća u odno -su na proteolitičku, ali su oba enzimapreživela temperature pasterizacije od72oC tokom dva minuta. Enzimi mogupreživeti i toplotni režim za proizvodnjumleka u prahu. Ukoliko su enzimiprisutni u mleku u prahu, oni opstajutokom skladištenja i postaju aktivni umlečnim proizvodima napravljenim odrekombinovanog mleka u prahu. Naši rezultati razlikuju se od rezultataMarchand i sar. (2007), koji su dokazalida 73% termorezistentnih mikro orga -nizama poreklom iz mleka ispoljavaproteolitičku aktivnost nakon zagrevanjauzoraka mleka pri 95oC/8,45min.
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Tabela 1. Metabolička aktivnost termorezistentnih mikroorganizama u odnosuna supstrat i uslove inkubacije.Supstrat Uslovi inkubacije Brojizolata Broj pozitivnih Procenat (%)
Agar sa kazeinom 30oC/72h 80 35 43,7520±2oC/72h 30 37,5010±1oC/10 dana 0 0Podloga sa dodatkomskroba 30oC/72h 80 16 20,0020±2oC/72h 15 18,7510±1oC/10 dana 0 0
Tributirin agar 30oC/72h 80 0 020±2oC/72h 0 010±1oC/10 dana 0 0
Termorezistentne bakterije posedujuenzime koji mogu da hidrolizuju kazein imasti i da na taj način kvare namirnice,ako se u procesu proizvodnje i čuvanjastvore uslovi za njihov rast i razmno -žavanje. Iz literature se vidi da pojedinimezoNilni mikroorganizmi imaju ter -more zistentne spore koje preživljavajuvisoke termičke režime, ali po završenojtermičkoj obradi postoji mogućnost is -klijavanja spora, koje se potom raz -množavaju u uslovima temperatureambijenta ili u uslovima zrenja sireva.Naši rezultati se razlikuju se odrezultata Mijačević i Bulajić (1998) kojesu ispitale biohemijske karakteristike
Bacillus spp. i utvrdile da je od 108ispitanih izolata izolovanih iz sirovogmleka, 86 (79,63%) izolata pokazaloproteolitičku aktivnost, što je veća vre -dnost od vrednosti koju smo mi dobili.Isti autori su utvrdili da je od 27psihrotrofna izolata Bacillus spp., 23(85,18%) izolata pokazalo sposobnostrazgradnje kazeina, dok u našem ispi -tivanju nijedan soj nije pokazao prote -olitičku aktivnost pri temperaturi od 10oC. Iz navedenog se zapaža da nalaz
Bacillus spp. u sirovom mleku može bitiuzrok slabe održivosti termički obra -đenog mleka, jer može dovesti do slatkekoagulacije mleka, ili do pojave gorkogukusa. U prilog značaju termorezistentnihmikroorganizama govore i rezultatiOljačić i Kasalica (2006), koje su ispitaleprisustvo termorezistentnih mikro or -ganizama, njihovu lipolitičku i pro -teolitičku aktivnost, kao i sposobnostrasta na temperaturama skladištenja donavedenog roka upotrebe sira. Uzorcisira uzeti su u mlekari posle proizvodnjenakon čuvanja sira šest meseci pri tem -peraturi od 7oC. U ispitanim uzorcima
dokazano je prisustvo termorezistentnihmikroorganizama koji su pripadali rodu
Bacillus i Micrococcus i koji su pokazalipsihrotrofne karakteristike, što se odra -zilo na povećanje ukupnog broja mikro -orga nizama na kraju perioda sk ladi-štenja sira. Prisustvo ovih mikro -organizama uticalo je na trajnost iorganoleptička svojstva sira. Isti autorisu ustanovili kod polutvrdog sira, odmahposle proizvodnje, da je ukupan brojtermorezistentnih mezoNilnih mikro -organizama (2,33 log cfu/g) bio veći uodnosu na termorezistentne termoNilnemikroorganizme (2,14 log cfu/g). Tako -đe, ukupan broj termorezistentnihmezoNilnih lipolitičkih (2,22 logcfu/g) iproteolitičkih (2,16 logcfu/g) mikro -organizama bio je veći od ukupnog brojatermorezistentnih termoNilnih lipoliti -čkih (1,34 log cfu/g) i proteolitičkih(1,78 log cfu/g) mikroorganizama. Au -tori smatraju da je veće prisustvo te -rmorezistentnih mikroorganizama uispitivanom polutvrdom siru posledicalošeg kvaliteta sirovog mleka. Rezultatiispitivanja prisustva mikroorganizama upolutvrdom siru posle skladištenja šestmeseci pri 7oC pokazuju da je došlo doznatnog povećanja ukupnog broja termo -rezistentnih mezoNilnih (3,35 log cfu/g)i termorezistentnih termoNilnih (3,13 logcfu/g) mikroorganizama. Uočava se da sebroj termorezistentnih mikroorgani -zama u odnosu na početni broj povećaoza jedan logaritam, a da je odnos izmeđumezoNilnih i termoNinih lipolitičkih iproteolitičkih mikroorganizama ostaonepromenjen.
ZAKLJUČAK/CONCLUSIONOd ukupno 80 izolata termore -zistentnih mikroorganizama, proteoli -
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tičku aktivnost je ispoljilo 43,75% izolatau uslovima inkubacije pri 30oC/72h i37,50% izolata u uslovima inkubacije pri20±2oC/72h, dok ni jedan izolat nijeispoljio proteolitičku aktivnost u uslo -vima inkubacije pri 10±1oC/10 dana.Amilolitička aktivnost je utvrđena kod20,00% izolata u uslovima inkubacije pri30oC/72h i 18,75% izolata u uslovimainkubacije pri 20±2oC/72h. Amilolitičkaaktivnost termorezistentnih bakterijaizostaje u uslovima inkubacije pri10±1oC/10 dana. Ispitivani izolati termo -rezistentnih mikroorganizama nisupokazali lipolitičku aktivnost, bez obzirana primenjene različite uslove inku -bacije.
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